TINCION DE ZIEHL NEELSEN

Trinidad Sabalete Moya
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Obijetivos

0 Determinar la dcido alcohol resistencia de las
micobacterias en muestras clinicas

0 Diagnostico de pacientes baciliferos

1 Control del tratamiento



Tinciones

Ziehl-Neelsen e
1) Colorante 1°: fucsina fenicada (carbolfucsina)
2) Contracolorante: azul de metileno o verde malaquita ’ F
»
. »

3) Visualizacion con x1000
Variante de Kinyoun »

4) BAAR de 1-10um de largo y 0.2-0.6um de ancho

1) Cuerpos tensioactivos sin necesidad de calentar el colorante

Auramina

1) Colorante 1°:fluorocromo

2) Los microorganismos bajo luz UV aparecen
fluorescentes

1) Visualizacion x250

Tincion de Gram:bacteria gram+ débil o como bacilos incoloros



—(3) > Esquema de la pared celular

Escasa permeabilidad:

> Acido alcohol resistencia
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1-lipidos externos

2-acido micolico

3-polisacéaridos (arabinogalactano),

4-peptidoglicano (moléculas de N-acetilglucosamina y acido N-glucolilmuramico ),
5-membrana plasmatica

6-lipoarabinomanano (LAM),

7-fosfatidilinositol manosido



Material necesario para tincién de

Ziehl Neelsen
.

0 Porta

0 Carbolfucsina

1 Decolorante (Alcohol dcido)
0 Azul de metileno

1 Aceite de inmersion

1 Fuente de calor



Preparacion del frotis

| Porcion de saliva

Porcion purulenta




Extension de la muestra




Grosor adecuado
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Fijacion




Principios de la Tincién de ZN
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Carbol fucsina
—




Calentar hasta la emisién de vapor




Resultado del tiempo de carbol fucsina en
la intensidad de AAR
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Lavar con




Decoloracion con alcohol dcido

Maximo 3 minutos
| Lavar con agua posterio
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Tincion de contraste: azul de metileno

1 MINUTO







Secado
B




Examen sistemadtico de la extension
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100 campos. 1000x
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Buena calidad de la t




BAAR AISLADOS




BAAR AGRUPADOS




WHO Escala de clasificacion

Resultado BAAR visualizados

Negativo Ausencia de BAAR en al
menos 100 campos

Numero real 1-9 BAAR / 100 campos

i+ 10-99 BAAR / 100 campos

2+ 1-10 BAAR / al menos 50
campos

3+ Mas de 10 BAAR / al menos
20 campos
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Concentracién Ti d .
IPO de .
Muestra de PO ¢ Especie Exfbesr:\rjg'gofel
microorganismos tincion
Cantidad
Orlgen * Nocardia
4 28R * Rhodococcus
o
. 2 * Tsukamurella
o e Gordona
% L o ofs o ¢
e Especificidad g -
. oa Y * Cryptosporidium
B e Y = . ."'\ % * [sospora
@ TRt ooty * Sarcocystis
' 8% * Cycl
N\ = o yclospora




Errores
B

Falsos negativos: muestra no representativa,
errores en la técnica de extension y tincion.

Falsos positivos: restos de comida, precipitados del
colorante, contaminacion del portaobjetos



Tincion de mala calidad
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del frotis
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Excesivo calor en la fij




Uniformidad de la extension

Desprendido Desigual



Grosor del frotis
_—

Correcto

. Demasiado grueso

Demasiado fino




Causas de palidez de AAR

e
0 Concentracidon de CF <0.3%

0 Tiempo de tincion menor de 5 minutos
0 Inadecuado calentamiento de la fucsina

0 Tiempo de exposicion excesivo al decolorante

alcohol dcido puede eliminar carbol fucsina de los
BAAR



Insuficiente decoloracion




Importancia de una correcta decoloracion
—

Insuficiente Correcta
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_Causas de contratincion excesiva

0 Dejar actuar el colorante mds de un minuto

0 Concentracidon de azul de metileno > 0.3%
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Buena calidad de contrat




Efectos de una excesiva contratincion




